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The interaction between tubulin and j(-caseinpeptide was investigated.すubulinwas prepared 
from bovine brain. /(-Caseinpeptide with a molecular weight of ca. 1，000 was obtained by 
a peptic digestion of bovine κ-casein followed 8ephadex G -25 (m) gel filtration and 
Amberlite MB -1 ion exchange chromatography. Analytical ultracentrifugation indicated 
the complex formation between tubulin and κ-caseinpeptide with an obserbed sedimentation 
coefficient of 6.048， while that of tubulin was 5.748.κ-Caseinpeptide inhibited microtubule 
assembly dose-dependently by making to change the structure of tubulin. /(-Caseinpeptide 
used in this study may be different from casoxins with opioid activity. These results suggest 
effects on the functions of microtubules in cel ofκ-caseinpeptide， based on the multifunction of 
microtubules. Further， these suggest that we will be able to use the tubulin-microtubule 
system to detect a physiologically functional food. 
緒 広::r
な細胞機能に関与している 2，3)この微小管は細胞内で
はチュ…プリンと微小管附随タンパク質とから構成さ
食品は，生命を維持する上で最も重要な要素であ れている.実験室約には， GTP， Mgイオンと高濃
る.すなわち，食品は人類へのエネルギー，生体成分 度のグリセリンの共存下でチュープリンから再構成す
を含むあらゆる栄養素の供給源である.生命の維持だ ることが可能である 4)
けではなく，食品はある特定の構造を有した成分を含 チュープリンからの微小管形成は，様々な重要因に
んでいることから，生体の調節機能を発現しうるもの よって，制御されている S，めしたがって，その霊会機
と考えられている 1) 構についても活発な研究が行われている 7，めまた，そ
しかしながら，そうした食品に顕在している機能を れを阻害したり乳 10)促進したり Iりする物質の存夜も
検索する方法は，現在では試行錯誤でしかない.いわ 知られている.そうした物質は，細胞機能を制御して
ゆる機能性食品の発見はまさに偶然の所産によってい いる.例えば，制がん剤や抗真菌剤など多くの薬剤が
るのである. チューブザンと相互作用をすることによってその薬効
一方，微小管は，~核細胞に普選的に存在し，物質 を発探していることが知られている 12，13)
総送，細胞分裂，細胞の形態維持，神経伝達など様々 こうした事実は，チュープリンと棺互作用を有する
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食品成分を検索することによって，機能性食品を検索
することが可能となることを示している.
著者らは，長く牛乳蛋白質に衡する研究に携わって
きた 14)牛乳は，本来より食品として生産されている
ものであるから，その蛋白質にも栄養素としての機能
以外に様々な機能が備わっている.中でもa51ー カゼ
インや戸ーカゼインについては機能性ペプチドに関す
る研究が良く行われている 15)著者らは，過去のKー
カゼインに隠する研究の一潔として，Kー カゼイン中
の機能性吉明らかにすることを最終自的としつつ，こ
こではチュープリンと牛乳正ーカゼインペプチドとの
相草作用を検討することにした.
材料と方法
1) チュープリンの調製
チュープリンは，牛脳より硫安分爾とイオン交換法
とを組み合わせた方法により調製した 16.17.18)阪神食
肉衛生検査所より入手した牛脳は，チューブザン調製
のため速やかに処淫された.調製後 1Mスクロースを
含むPMOパップァー中に 10盟gずつ分注し，使用直
前まで-800Cで保存した.保存チュープリン擦品か
らのスクロースの除去ならびに使用パップァーへの平
衡化のため， Sephadex 0-25(m)によるバッチゲノレ
ろ過 (1.0x 7 cm column)を行った後， 15，000rpm， 
4l:で 30分間遠心した.その後，更に Sephadex
を用いた SDS…ボ担アクリノレアミドゲノレ電気泳動に
より磯認した 2)
4) 超遠心分析
チュープリンと正一カゼインベプチドとの相互作用
を超遠心分析法によって検討した.光学系としてシュ
リーレン装置を備えた自立超遠心機SCP70H2を使用
した. ロータ-RAP60にシングノレセクターセノレを設
援し，毎分 52，000自転で遠心した.蛋白質の挙動を
4分ごとに写真にとり，シュリーレンピークの移動速
度から沈降係数をパーソナルコンピューターに組み込
んだプログラムを活用して求めた 23)
5) Kー カゼインベプチドの徴小管形成への影響
チュープリンは，高濃度のグリセロール溶液中で，
OTPとMgイオンの共存下で加温する事によって，
微小管を形成する.この微小管形成へのK-カゼイン
ベプチドの影響を潟度法により検討した 24)
結 果
1) Kー カゼインベプチドの調整基
牛乳Kー カゼインベプチドの調製については，その
再現役を考慮して酵素加水分解法をもちいることと
し，ここでは酵素として義質特異性の明らかなベプシ
ンを採り上げた.
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0-25(m)ゲノレろ過を行った.m R 
チューブリ γの調製を含むすべての実験において使 芯 1.0
用された水は，東レ製超純水製造装霞 Toray-pure
LY-08により精製された高純度精製水であった.
2) K カゼインペプチドの調製
六甲山牧場にてホノレスタイン穏乳牛より搾乳された
新鮮な牛乳より，常法によって酸カゼインを得た.そ
の酸カゼインから Zittleand Custerの方法20)によっ
てK-カゼインを調整基した.正…カゼインの加水分解
は，大主主蛋白質からのペプチド調整基の方法に準拠し
た 21)100mgのKー カゼインを塚駿にて pHl.5とした
5mlの水に溶解し 2mgのベプシンを加え 370Cで1
時間加水分解した. 6N NaOHでの中和によって加
水分解反応を停止させた後， Sephadex 0-25によ
るゲノレろ過クロマトグラフィーによりベプチドを分間
した，さらに， Amberlite MB…1によるイオン交換
グロマトグラフィーを行い，高純度なzー カゼインベ
プチドを得ることができた.
3) SDS-ポリアクリノレアミドゲル電気泳動
調製されたκー カゼインペプチドの純度を 20070ゲル
20 40 60 100 80 
Fraction Number 
冨ig.1. Sephadex 0“25(m) Oel Filtration Profile of 
Peptic Digest of Bovine K-Casein. 
100略 ofbovine /C-casein dissolved in 5 mQ was hydrolized 
by 2 mg of pepsin at pH 1.5 for 1 hr at 37'C. 
Hydrolyzate was fractionated on a Sephadex G-25(m) 
column (2.5 x 90咽)at a flow rate of 40 mQ/ hr. One 
fraction contained 5 mQ • 
Fig.lは，牛乳κー カゼインのペプシンによる加水
分解後， 2N NaOHにて中和した物の Sephadex
0-25(m)ゲノレろ過クロマトグラフィーの結果を表し
ている.加水分解物はゲノレろ過クロマトグラフィーで
4つの泊分に分画された.この第3番目のどークは，
その溶出位置から分子量はおよそし000であると考え
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られる.〟-カゼインの分子量は20,000である14)の
でこの第 3番 目の画分はN-カゼイソへのペプシンに
よる加水分解が十分進んだ結果できた画分であると考
えられる.その画分を更に精製すべくイオン交換クロ
マ トグラフィーに掛けた.SephadexG-25(m)ゲル
ろ過クロマトグラフィーでの第 3番目のピークを凍結
乾燥後,AmberliteMB-1イオソ交換クロマ トグラ
フィーに掛けたときの結果をFig.2に示している.最
初に現れたt='-クを精製仁一カゼイソペプチ ドとして,
このものの凍結乾燥標品を得た.
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Fig.2. Amberlite MB-1 Ion Exchange Chro一
matographyorThirdPeakObtainedfrom the
SephadexGelFiltration.
Lineargradientofpyridlne-aceticacidbufferfrom0.05M
to0,5M wasperformedtoelutepeptides.pH was5.5.
Thecolumnwas2×20cm.Theflowratewas26m旦/hr.
Onefractioncontained4En且.
得られた∫-カゼイソペプチ ドのSDS-ポリアクリ
ルアミドゲル電気泳動バターソが,Fig.3に示されて
いる.この結果から,得られたN-カゼイソペプチ ド
凍結乾燥標晶は電気泳動的には十分精製されていたこ1■
とが分かる.
Fig.3. SDSIPolyacrylamideGelElectrophoretic
PatternofN-CaSelnpeptide.
2) チューブ1)ソおよびチューブリソとK一カゼイソ
ペプチ ドとの混合物の超遠心分析
チューブリソは分子量がそれぞれ 50,000のα-お
よびβ-サブユニットからなるダイマーである.ここ
で得られたチュ-プリン標品の超遠心分析における
シュリーL,ソJ{ターンをFig.4に示す.このシュリー
レンバターソではひとつのピークが観察されるだけで
あり,この事実より本実験で用いられたチューブ1)ソ
標品は超遠心的に純度の高い標晶であったことが分か
る.このチューブリンの超遠心分析における濃度依存
性を示したのがFig.5である.濃度を0に外挿したと
きの見掛けの沈降係数は,5.74岳であった,この条
件での緩衝液の水に対する相対粘度(り/720W) は
1･00987であり,また密度(p)は0.998430g/cdP25)で
ある.チューブリンとチューブリン･コルヒチソ複合
体とは棲めて良く似た挙動を示す.26r27,28)チューブ])
ソ･コルヒチソ複合体のイミダゾール緩衝液中での偏
比容(〟)は0.739ml/gである25)から,この値をチュー
ブリソの偏比容として代用することができる.これら
の値を標準条件下での沈降係数 S2｡Wを求めるための
式29)
S20W-!gZiLn ･地
平20w 1-U･p
に代入すると,本実験で得られたチューブリンの沈降
係数は 5.80Sとなる.この値は文献値 16)と比べても
同じであった.よって,本実験で用いた標品が研究に
耐え得ることを示している.
Fig.4. Sedimentation Pattern ofBovineBrain
Tubulinin lOmM Imidazole-HCIBuffer,pH
7.0,Containing 0.5mM MgCl2 and 0.lmM
GTP at20℃.
TheprotelnCOnCentrationwas3.0Ⅱ喝/ml. Thedirection
orsedimentationisfrom lefttorlghtat52,000rpm.
Photographwastakenat45mlnafterreachingmaximum
speed.
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Fig. 5. Concentration Dependence of the 4 
Sedimentation Coefficient of Tubulin， as 
Measured at the Schlieren Peak. 
2 4 6 
Total Concn. (mg / m立)
チューブザンとK カゼインペプチドとの;相互作用 Fig. 7. Concentration Dependence of the 
の有無を検討する目的で河者の 1:1(w/w)混合物の向 Sedimentation Coefficient of the Mixture of 
じくイミダゾーノレ緩衝液中での趨遠心分析を行ったIr-Caseinpeptideand Tubulin. 
Fig. 6は混合物のシュリーレンパターンを示してい
る.一つのピークのみが綴祭され，両者が複合体を形 3) チュープリンからの微小管形成におよぼすE カー
成していることが示唆された.混合物の超遠心分析に ゼインベプチドの影響
対する濃度依存性を検討したときの結果を Fig.7に 超遠心分析では，グリセリンの非共存下でチューブ
示す.濃度Oでの見掛けの沈降係数は 6.04Sであっ リンと正一カゼインペプチドとの相互作用の存在が示
た. された.チュープリンは微小守ぎを形成することによっ
て細胞内でその機能を発揮している.そこで，チュー
プリンの最も大きな性質である微小管形成に対するK
カゼインベプチドの影響を検討することにした.
チュープリンは高濃度のグリセリン (3.4M)および
Mgイオン(lOmM)， GTPの共存下で微小管を形成
する.チューブザンから微小管が形成されるとその溶
液中に濁りを生じる.そのときの濁度の上昇は，微小
管形成に関与したチュープリン盆に依存している 30)
Fig.8は，チュープリンのみのときの 350nmでの
潟度の増加を 1000/1として，正一カゼインベプチドの
添加による潟度の割合を添加濃度に対してプロットし
たものである.もちろん言うまでもなく，チューブリ
富ig.6. Sedimentation Pattern of the Mixture ンのみのときには，通常のアセンブリー曲線を示した
of Ir-Caseinpeptide and Tubulin. し， Irーカゼインベブチドの添加によっても通常のア
The conditions of sedimentation were same as those in センブリー曲線であった. Fig.8に7Fされた結果は，
Fig.4. Irーカゼインベプチドがチュープリンからの徴小管形
成を濃度依存約に阻害することを示している.
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，t-Caseinpeptide Concn.( mg /間立)
Fig. 8. Effect of ，-Caseinpeptide on Microtubule 
Assemちlyof Tubulin. 
Microtubule assembly was performed in 10mM imidazole-
HCl buffer， pH 7.0， containing 10mM MgCl2， O.lmM 
GTP and 3.4M glycerol at 37"C. The tubulin concen“ 
tration in al cases was 1.2 mg/ mQ • 
?
察
チューブワンとκー カゼインベプチドとの相互作用
が，趨遠心分析法とチューブワンからの微小管形成に
よって検討された.
チュープリンとz…カゼインペプチドとの混合物の
見掛けの沈降係数の値はチューブザンのみの場合に比
べて 0.308大きかった.この差は超遠心分析実験で
の誤差範囲を超えたものである.また，添加物がzー
カゼインペプチドであったことから，複合体を形成し
てもチュープリンダイマーに結合するベプチド数が少
なければ，沈降係数はそんなに大きくならないと考え
られる. したがって，ここでの 0.308という差は
チューブザンダイマーとκー カゼインベプチドとの複
合体が形成されたことを意味するものである.すなわ
ち，シュリーレンパターンがただ一つのピーグを示し
たことから示唆されたごとく，チュープリンとzーカ
ゼインベプチドとはグリセリンの非共存下において複
合体を形成し，その複合体の見掛けの沈降係数は，
チュープリンのみのそれよりも 0.308大きくなった
ことを意味している.ここで得られた沈降係数の値を
8cheraga -Mandelkernの式31)
M 一生宝竺.:lil三2
一(1-υ'p)3/2
に代入することによって複合体の分子量を概算する
と，分子量5，000のペプチドがチュープリンに絡会し
たことになる.
本実験で得られたKーカゼインベプチドは，ゲノレろ
過とイオン交換によって分函されたものであり，純度
を8D8電気泳動で確認していることから，精製度の
高いものであると考えられる.前述のように，その分
子震は約 1，000であるので種類のペプチド5つが
チュープリンに絡会した計算になる.しかしそのため
には，チュープリンに5つの結合場所が存在していな
くてはならない.ところが，チュープリンの一次構造
を見てみる 9)と繰り返し構造は認められない.した
がって，ここではチュープリン l分子に対して 1つの
正一カゼインペプチドが結合したものと考えたい.
そこから， "ーカゼインベプチドのチュープリン分
子への結合は，単に分子愛を大きくしたのみに終わら
ず，分子の形をも若干変化させたものと考えられる.
チュープリンからの微小管形成に対しでも正一カゼ
インベプチドは影響を及ぼした (Fig.8) .コルヒチン
がチュープリンと結合し，その徴小管形成能を阻害す
ることは良く知られているのその阻害機構はチュー
ブザンへのコノレヒチンの結合による若干の構造変化で
あると考えられている .26)"ー カゼインペプチドによ
るチュープリンの重合阻害もまた同様に，結合による
構造変化によると考えられる.その考えは，上記の沈
降係数の変化愛とκー カゼインペプチドの分子殺の大
きさとの食い違いからも支持される.
牛乳カゼインのうちFー カゼインのベブチドにオピ
オイド活性の認められることはよく検討されていると
ころである 15)κーカゼインペプチドにもオピオイド
活性を有するものが知られている 32)オピオイドペプ
チドにはそれに対応する特異的受容体が存在すると言
う 33)本研究で見い出されたチュ…プリンと相互作用
を有するκ…カゼインベプチドは，したがって，オピ
オイドベプチドとはまた別種の物と考えられる.
チュープリンから形成された微小管は非常に多くの
機能を有していることから，チューブザンに作用する
物質は様々な機能に関与することが予期される.ここ
でみいだされたチュープリンに作用する正…カゼイン
ベプチドの機能についても非常に興味深いものがある.
本研究から，チュープリンと相互作用を有して，そ
の微小管形成能に影響をおよぽす物質を検索すること
の可能性が示された.この事実は，食品成分中の機能
性を検索するのにチュープリンを用いた系で行うこと
ができることを示している.今後，この系を用いての
機能性食品検索法を確立させたい.
(JI上，柴田，小倉，中山，土井)
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